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RESUMO.- A leptospirose é uma doença infecciosa causa-da por bactérias do gênero Leptospira, que afeta animais domésticos, selvagens e também humanos. De outubro a novembro de 2014, numa propriedade rural localizada 
em Glorinha, RS, em que bovinos eram mantidos em res-teva de arroz, 13 bezerros manifestaram hemoglobinúria e apatia, nove dos quais morreram em menos de 24 ho-ras após o início dos sinais clínicos. Foram necropsiados quatro bezerros (A, B, C e D). Fragmentos de tecido foram 
fixados em formalina a 10%. Amostras de rim, fígado e pulmão dos Bezerros B, C e D foram enviadas para aná-lise de PCR para RNA ribossômico 16S e a proteína Lip 32 de Leptospira. No exame macroscópico foram obser-
vados mucosas e tecido subcutâneo amarelados, fígado alaranjado, pulmões com múltiplas petéquias, predomi-nantemente nos lóbulos craniais. A cavidade torácica do Bezerro A estava repleta de um líquido vermelho-escuro. 
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were collected in 10% formalin. Samples of kidney, liver and lung from calves B, C and D were sent for PCR analysis for 16S ribosomal RNA and the protein Lip 32 genes of Leptospi-
ra. At macroscopic examination jaundiced mucosae and subcutaneous tissue, orange liver, and lungs with multiple petechiae, predominantly in cranial lobes, were observed. The tho-
racic cavity of calf A was filled with a reddish fluid. At microscopic examination, severe he-morrhage was observed in the lungs; in the liver there was moderate diffuse centrilobular hepatocellular necrosis and vacuolization, in addition to discrete periportal lymphocytic 
infiltrate. Discrete multifocal lymphoplasmocytic interstitial nephritis was observed in the kidneys. PCR analyzis resulted positive for calves B and D. The diagnosis of leptospirosis 
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À avaliação microscópica foi observada hemorragia acen-
tuada nos pulmões; no fígado havia necrose e vacuoliza-ção hepatocelular centrolobular difusa moderada, além 
de infiltrado linfocítico periportal discreto. Nos rins ob-servou-se nefrite intersticial linfoplasmocítica discreta multifocal. A análise por PCR teve resultado positivo para os Bezerros B e D. O diagnóstico de leptospirose nos be-zerros foi baseado nos achados epidemiológicos, clínicos e patológicos, associados ao resultado positivo na PCR. Este estudo demonstra a importância da investigação da doença quando animais jovens são criados em áreas inundadas e têm manifestações clínicas de doença septi-cêmica aguda.TERMOS DE INDEXAÇÃO: Leptospirose aguda, Leptospira sp., be-zerros, ruminantes, doença septicêmica.
INTRODUÇÃOA leptospirose é uma doença infecciosa causada por bac-térias do gênero Leptospira, que acomete animais domés-ticos, silvestres e humanos (Ellis 1984, Draghi et al. 2011). Em humanos, a doença é endêmica em regiões tropicais com índices pluviométricos elevados e altos níveis de água subterrânea, com casos esporádicos em climas áridos e de-sertos (Dutta & Christopher 2005). A enfermidade é trans-mitida por animais infectados através do contato direto ou indireto com urina contaminada (Levett 2001, Adler & De la Peña Moctezuma 2010). A doença tem caráter ocu-pacional e afeta especialmente agricultores, trabalhadores de matadouros e médicos veterinários (Hartskeerl & Ellis 2011). A severidade da doença em humanos varia de acor-do com o sorovar de Leptospira envolvido, idade e compe-tência imunológica do paciente (Adler & De la Peña Mocte-zuma 2010).A leptospirose é também uma doença importante em cães, sendo a quarta doença infecciosa mais letal para a es-pécie na região Central do Rio Grande do Sul (Fighera et al. 2008). Cães acometidos geralmente apresentam icterícia, hemorragia - principalmente nos pulmões, além de graus variados de lesões renais e hepáticas (Tochetto et al. 2012), sendo mais comum a infecção pelos sorovares Canicola e Icterohaemorrhagiae (Himani et al. 2013). Na pecuária a doença tem grande importância por ge-rar perdas econômicas, principalmente, por causar pro-blemas reprodutivos, como abortamento e infertilidade (Ellis 1984, Draghi et al. 2011). Bovinos são os principais reservatórios do sorotipo Hardjo, sendo este um importan-te agente causador de abortamentos na espécie, e podem ainda ser infectados por outros sorovares, como Pomona, Grippotyphosa e outros (Himani et al. 2013).Herbívoros são importantes também na manutenção do agente no ambiente, visto que Leptospira sp. sobrevive melhor em urina alcalina (Adler & De la Peña Moctezuma 2010). Casos de leptospirose aguda em bovinos são infre-quentes (Draghi et al. 2011), sendo assim, o objetivo deste estudo é descrever os achados epidemiológicos e clinicopa-tológicos de um surto de leptospirose em bezerros criados em resteva de arroz no município de Glorinha, Rio Grande do Sul, Brasil.
MATERIAL E MÉTODOSForam necropsiados quatro bezerros (A, B, C e D); um foi encami-nhado para necropsia no Setor de Patologia Veterinária da Univer-sidade Federal do Rio Grande do Sul e três foram necropsiados em visita à propriedade, na qual foram também colhidos dados sobre a epidemiologia e achados clínicos da doença. Dois bezerros eram machos (Bezerros A e C) e duas fêmeas (Bezerros B e D). Frag-
mentos de órgãos e tecidos foram coletados e fixados em formali-
na 10%, e amostras de rim, fígado e pulmão foram congeladas. Foi realizada citologia através de esfregaço do baço e do encéfalo para pesquisa de Babesia spp. e Anaplasma marginale. As amostras fi-
xadas em formalina foram processadas rotineiramente para his-
topatologia, incluídas em parafina, cortadas a 3µm e coradas com 
hematoxilina e eosina (HE). Cortes histológicos dos rins foram submetidos à técnica de impregnação por prata (Warthin-Starry).
Fragmentos de rim, fígado e pulmão dos Bezerros B, C e D fo-
ram encaminhados para PCR para identificação de Leptospira sp. A técnica de PCR foi realizada conforme o protocolo descrito por Ahmed et al. (2012), que desenvolveram uma técnica de PCR mul-
tiplex para Leptospira 16S RNA ribossomal e Leptospira patogêni-ca pelo gene da proteína Lip 32, usando 200mM de dNTP, 1,5mM 
MgCl2, 10pmol de cada primer, 1x tampão da enzima e 1U de Taq polimerase. Para a reação de PCR foram empregados 5 min a 95°C, seguidos de 35 ciclos de 30 seg a 95°C, 30 seg a 58°C e 45 seg a 
72°C e uma etapa final de 5 min a 72°C.
RESULTADOSUma propriedade rural localizada no município de Glori-nha, estado do Rio Grande do Sul, Brasil, possuía um lote de 45 vacas e 39 bezerros Angus mantido em resteva (=pa-lhada, restos culturais de lavoura) de arroz (Fig. 1). De ou-tubro a novembro de 2014 adoeceram 13 bezerros, nove dos quais morreram. Além destes casos, três vacas aborta-ram, mas não foi informada a idade gestacional em que os abortamentos ocorreram. Os bovinos não eram vacinados contra leptospirose, uma vez que a doença ainda não tinha sido diagnosticada na propriedade. Os bezerros apresenta-ram hemoglobinúria, apatia e morte em menos de 24 horas após o início dos sinais clínicos. Os Bezerros A, B e C tinham 28 a 35 dias de idade e o Bezerro D tinha dois dias.
No exame macroscópico, a cavidade torácica do Bezerro A estava repleta de líquido avermelhado. Nos Bezerros A, B 
Fig.1. Leptospirose em bezerros criados em resteva de arroz (pa-lhada ou restos culturais de lavoura) de arroz com áreas ala-gadiças em que estavam os bezerros afetados.
Pesq. Vet. Bras. 37(9):937-940, setembro 2017
939Surto de leptospirose em bezerros criados em resteva de arroz
e C foram observadas mucosas, tecido subcutâneo, cavida-
de torácica e abdominal ictéricas, fígado alaranjado (Fig.2), pulmões com hemorragias multifocais a coalescentes, lo-calizadas predominantemente em lobos craniais (Fig.3). No timo, no intestino delgado e no intestino grosso havia hemorragias multifocais na serosa; os rins estavam difu-samente avermelhados e com hemorragias multifocais. O Bezerro D tinha pequena quantidade de sangue na porção ventral do abdômen; diafragma e pulmões com múltiplos focos hemorrágicos e encéfalo discretamente congesto.À avaliação microscópica foram observadas hemorra-
gia e deposição difusa acentuada de fibrina nos pulmões (Fig.4), com espessamento discreto de septos alveolares e 
infiltrado discreto de linfócitos, macrófagos e raros neutró-
filos. No fígado havia necrose e vacuolização hepatocelular 
centrolobular difusa moderada, além de infiltrado linfo-cítico periportal discreto, colestase intra-hepática difusa moderada e quantidade moderada de hemácias nucleadas intravasculares. Nos rins observaram-se cilindros hialinos em túbulos renais e nefrite intersticial linfoplasmocítica multifocal discreta. Em timo, intestino delgado e intestino grosso havia hemorragia multifocal discreta. Os esfregaços do baço e do encéfalo foram negativos para Babesia spp. e 
Anaplasma marginale. A técnica de Warthin-Starry resultou negativa para Leptospira sp.
No exame de PCR, os Bezerros B e D foram positivos para Leptospira 16S RNA ribossomal e para o gene da pro-teína Lip 32. O resultado do sequenciamento demonstrou 
99% de homologia com a sequência referência depositada no Genbank para os dois genes alvos.
DISCUSSÃO E CONCLUSÃOO diagnóstico de leptospirose em bezerros foi baseado na epidemiologia, nos achados clínicos e patológicos associa-dos à positividade na PCR. A atividade orizícola tem grande importância econômica no sul do Brasil e ocorre, muitas vezes, associada à prática da bovinocultura. Os bovinos são mantidos em palhadas de lavouras de arroz no perío-do pós-colheita até o preparo do solo para a safra seguinte, ou durante o descanso da lavoura, que pode variar de um a dois anos (Marchezan et al. 2003). A produção de arroz é realizada em regiões alagadiças, em que o solo apresen-ta alta umidade, propiciando a sobrevida de bactérias do gênero Leptospira no ambiente (Levett 2001). O pH ótimo 
para a sua sobrevivência é próximo a neutralidade, entre 7,2 e 7,4 (Levett 2001, Girio & Lemos 2007) e, em casos de terras destinadas ao plantio, há um maior controle do pH 
do solo, por meio da calagem, a fim de evitar solos muito ácidos (Marrenjo et al. 2016).O surto ocorreu na primavera, quando a temperatura no sul do Brasil está em elevação. A leptospirose é uma doen-ça de caráter sazonal, com pico de ocorrência nas épocas de temperaturas mais elevadas (Levett 2001). Neste caso, o surto ocorreu em bezerros mantidos na resteva de arroz, enquanto que bovinos adultos mantidos na mesma área não apresentaram sinais clínicos de doença septicêmica, o que indica maior suscetibilidade dos bovinos jovens (Yeru-ham et al. 1997). Na mesma propriedade em que ocorreu o surto, outros bezerros mantidos em pastagens drenadas 
Fig.2. Leptospirose em bezerros criados em resteva de arroz. Ne-cropsia do Bezerro B. Cavidades torácica e abdominal com se-
rosas ictéricas, fígado alaranjado e hemorragias pulmonares multifocais.
Fig.4. Leptospirose em bezerros criados em resteva de arroz. Ava-liação histológica dos pulmões, demonstrando hemorragia 
acentuada associada à deposição multifocal de fibrina e ede-
ma difuso acentuado nos alvéolos. HE, obj.10x.
Fig.3. Leptospirose em bezerros criados em resteva de arroz. Ne-cropsia do Bezerro A. Pulmões com hemorragias multifocais a coalescentes, mais acentuadas em lobos craniais.
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não foram acometidos. Em diferentes países, surtos de leptospirose em humanos estão associados a contato com água contaminada por urina de rato ou de bovinos, o que evidencia a importância do ambiente na propagação da do-ença (Levett 2001). Sendo assim, essas bactérias penetram no organismo através das mucosas ou pele umedecida por período prolongado, bem como por pequenos cortes (Adler & De la Peña Moctezuma 2010).Os achados clínicos e patológicos observados de he-moglobinúria, apatia e morte, com icterícia e hemorragia principalmente nos pulmões, são semelhantes aos descri-tos por outros autores (Yeruham et al. 1997, Draghi et al. 2011). Na infecção por Leptospira sp. as lesões resultam da 
liberação de toxinas bacterianas, com crises hemolíticas e septicemia, caracterizadas clinicamente por hemoglobinú-ria, anemia, hemorragias em mucosas e icterícia (Hunter 2004). O Bezerro D tinha dois dias de idade, o que sugere infecção transplacentária, já que esta via de transmissão é comum em bovinos e o período de incubação varia de sete a 14 dias (Girio & Lemos 2007). Três vacas abortaram. Os abortos possivelmente estavam relacionadas à infecção das vacas por Leptospira sp. pois o aborto é um dos principais problemas reprodutivos observados em bovinos adultos infectados (Draghi et al. 2011), no entanto, não foram feitos 
exames de fetos e dessas vacas para confirmação.
Esfregaços sanguíneos foram realizados a fim de des-cartar anaplasmose e babesiose, que também são causas de hemólise, anemia e icterícia, sendo que na Babesiose há também manifestação de hemoglobinúria. A técnica de im-pregnação pela prata (Warthin-Starry) resultou negativa, mas a doença não foi descartada, já que é comum apresentar resultados duvidosos nesta coloração (Tochetto et al. 2012).Amostras de três dos quatro bezerros necropsiados foram encaminhadas para PCR, sendo dois com resultados positivo para Leptospira. O resultado negativo na PCR foi atribuído a possível degradação do DNA da amostra, vista a semelhança do quadro clinicopatológico com os demais casos.Neste estudo foi diagnosticado um surto de leptospiro-se aguda em bezerros criados em resteva de arroz no sul do Brasil, o que torna pertinente investigar a doença quando bovinos jovens criados em locais alagadiços manifestam si-nais de doença septicêmica de curso agudo. Estes achados 
reforçam a importância da necropsia, do exame histopato-lógico e da PCR para o diagnóstico de leptospirose.
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